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論文内容要旨 年
 【研究目的】
 肝移植において保存肝の再灌流障害はprimarygraftnonfunctionの大きな要因と考えられ,
 この障害のメカニズムは複雑で好中球・サイトカイン・活性酸素等多くの因子が関与しており,
 また肝類洞壁細胞の障害や機能修飾が関係しているとの報告もなされている。そこで再灌流障害
 の機序についてwholeorganレベルで検討するため,Kupffer細胞の役割に注目して障害の
 mediatorとしてスーパーオキサイド(02⇒を想定し,摘出灌流肝モデルを用いてKupffer細
 胞の機能が再灌流障害に及ぼす影響について検討した。
 【方法】
 実験1:02'一の測定とKupffer細胞機能による障害の修飾Lewisラットを用い(1)contro1群,
 (2)SPG群(Kupffer細胞刺激):水溶性グルカンを前投与,(3)Gd群(Kupffer細胞抑制):塩化
 ガドリニウムを前投与,の3群につき肝を摘出しUW液に各々0,12,24時間の冷保存をおこ
 なった。次いで肝を遮光箱内にセットし,ウミホタルルシフェリン誘導体(MCLA)を含む37
 ℃のKrebs-Henselei七液にて60分間灌流し,肝表面からの化学発光(CL)をCL測定器で検出
 し02'一の産生をreal-timeで計測した。肝細胞障害の指標として肝組織中のミトコンドリア
 protonATPase活性と過酸化脂質(PCOOH),灌流液中のLDH,そして内皮細胞障害の指標と
 して灌流液中のpurinenucleosidephosphorylase(PNP)を測定した。また灌流液にNADPH
 oxidase阻害剤(DPI),xanthineoxidase阻害剤(BOF)を添加,あるいは抗うット好中球血
 清(ANS)を前投与しO,一の産生源を検討した。
 実験2:肝への好中球集積に対する02"と七umornecrosisfactor(TNF)の関与Lewisラッ
 トを用い〔1)con七rol群,〔2)LD群(Kupffer細胞枯渇):リボソーム封入クロドロネートを前投与,
 の2群につき肝を摘出後に実験1と同様に冷保存・再灌流したが,30分の時点で別に分離した
 好中球を注入した。02-一の産生はMCLAを用いたCL法で測定し,好中球集積は肝組織中の
 myeloperoxidase(MPO)活性で,TNF産生は灌流液中の濃度測定によった。また再灌流後の
 組織所見も検討した。さらに灌流開始時に抗TNF血清とSODを添加し,02'一/TNF相互作用
 を検討した。
論
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 【結果】
 実験1:各群とも再灌流直後よりCL強度は著明に増加して5分以内にピークに達した後に減少
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 し,SOD投与にてCLは完全に抑制された。CL積算値(O,'一産生量)はSPG群で各保存時間
 群ともcontro1群に比して有意に高値となったが,Gd群では!2,24時間保存群において低値と
 なった。尚,control群0時間保存肝においてDPIの添加によりCL積算値は70%抑制され,
 BOFでは30%抑制されたが,ANS前投与では全く抑制されなかった。ATPase活性はSPG群
 で有意に低下し,Gd群ではよく保たれた。PCOOHは24時間保存肝においてSPG群で有意に
 増加し,Gd群では減少した。LDHはGd群で低値となり,PNPはSPG群で高値となった。
 実験2:control群においてCL強度は再灌流直後より著増したに減少し,好中球の注入により
 12,24時間保存肝ではCL強度は10分間のtimelagとともに再増加した。CL積算値とMPO
 活性は保存時間に伴い増加した。TNFは24時間保存肝のみで検出できた。一方,LD群ではCL
 積算値・MPO活性ともに有意に減少し,TNFも検出されなかった。組織所見ではcontrol群で
 みられた内皮細胞破壊と肝細胞腫脹がLD群では著明に改善した。尚,contro1群24時間保存肝
 において0,'一産生(CL積算値)は抗TNF血清及びSODにてともに78%抑制され,MPO活
 性もそれぞれ90%,87%抑制されたが,TNF産生はSODにより全く抑制されなかった。
 【結語】
 1)冷保存肝の再潅流初期において02'一の主たる産生源はKupffer細胞であると考えられ,
 Kupffer細胞刺激により02'一の産生は増強し再灌流障害は増悪,Kupffer細胞抑制によりO、'一
 産生は減少し障害は軽減した。2)再灌流肝への好中球の集積は0,'一産生とよく関連して冷保
 存時間に伴い増加し,Kupffer細胞枯渇により02'一,TNF産生は低下して好中球集積も減少,
 組織障害も軽減した。また,TNFはO〆一産生を誘導する。3)以上より,Kupffer細胞は冷保
 存肝の再灌流初期におけるO、'一産生を介して再灌流障害の発生・進展に関与することが示唆さ
 れた。
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 審査結果の要旨
 肝移植において保存肝の再灌流障害はprimarygraftnonfunc七ionの大きな要因と考えられ
 るが,この障害のメカニズムは複雑で活性酸素・好中球・サイトカイン等多くの因子が関与して
 いる。また,肝類洞壁細胞の障害や機能修飾が関係しているとの報告もされているが,冷保存後
 の再灌流肝においてwholeorganレベルでの詳細な検討はなされていない。本研究では再灌
 流初期におけるKupffer細胞の役割に注目し,障害のmediatorとしてスーパーオキサイド
 (0ゼー)を想定して再灌流障害のメカニズムについて検討を行っている。
 まず,ラット灌流肝モデルを用いて化学発光法により再灌流肝からのスーパーオキサイド産生
 を計測し,再灌流直後よりKupffer細胞においてスーパーオキサイドが産生されることを明ら
 かにしている。さらにKupffer細胞刺激によりスーパーオキサイドの産生は増強して障害は増
 悪すること,逆にKupffer細胞抑制によりスーパーオキサイド産生は減少して障害が軽減され
 ることも証明している。この障害機序として,スーパーオキサイドによる細胞膜の脂質過酸化を
 介してのミトコンドリア機能障害(ATP産生能の低下),そして類洞内皮細胞破壊による微小循
 環障害,の2つを示唆している。
 次に,再灌流障害の進展に主要な役割を果たすといわれる肝への好中球集積に対するスーパー
 オキサイドとサイトカイン(TNF)の関与と相互作用についてKupffer細胞枯渇モデルを用い
 て検討している。その結果,再潅流肝への好中球の集積はスーパーオキサイド産生とよく関連し
 ており,冷保存時間に伴い増加すること;Kupffer細胞の枯渇によりスーパーオキサイド・
 TNF産生は低下して好中球集積も減少,組織障害も軽減することを明らかにしている。また,
 TNFはスーパーオキサイド産生を誘導することも確認している。以上より,Kupffer細胞は冷
 保存肝の再灌流初期におけるスーパーオキサイド産生を介して再灌流障害の発生・進展に関与し
 ているとの結論を導いている。
 本研究では化学発光法を用いたwhoieorganレベルでのスーパーオキサイド産生の検出とスー
 パーオキサイド産生酵素阻害剤の添加という手法により,再灌流初期におけるKupffer細胞の
 関与について明確な証拠を示すとともに,多くの因子が関与し複雑な再灌流障害の機序について
 もスーパーオキサイド/TNF相互作用とKupf£er細胞の関与を明らかにしている。これらの成
 果は今後invivoでの適切なスーパーオキサイド/TNF産生抑制法の確立をめざすことにより,
 肝移植の臨床におけるprimarygraftnon£unctionの防止につながる可能性を与えるもので,
 十分に学位に値する。
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